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V zemědělství  jsou  inhibitory  plastidové  ACC  používány  jako  účinné  herbicidy 
travinných  plevelů.  Problémem  se  ale  stává  resistence  některých  populací  travinných 
plevelů  vůči  používaným  herbicidům  aryloxyfenoxypropionatům  (APPs)  a 
cyklohexandionům (CHDs). Pomocí PCR a sekvenování bylo u resistentních rostlin populací 
Avena  sterilis  ssp.  ludoviciana  Durieu  z obilnářské  oblasti  severní  Austrálie  nalezeno  pět 
aminokyselinových substitucí v plastidové ACC: Trp‐1999‐Cys, Trp‐2027‐Cys, Ile‐2041‐Asn, 







Vyvinuli  jsme  finančně  nenáročný  neradioaktivní  vysokokapacitní  systém  k identifikaci 
nových  inhibitorů  ACC.  Testování  využívá  kvasinkové  kmeny  s nahrazenými  geny  (GR 
kmeny)  závisející  svým  růstem  na  klonované  lidské  ACC1  a  ACC2.  Pro  ověření  fungování 
tohoto  systému  byl  růst  zmíněných  kmenů  inhibován  známými  inhibitory  lidské  ACC. 
Testováním  knihoven  chemických  sloučenin  jsme  nalezli  nové  specifické  inhibitory  lidské 
ACC2.  Cíl  působení  nejlepšího  z těchto  inhibitorů  byl  potvrzen  testováním  enzymatické 
aktivity  in  vitro.  Tato  sloučenina  inhibuje  lidskou  ACC2  s 2,8  μM  IC50  a  nemá  ve  100  μM 
žádný účinek na lidskou ACC1. 
Sekvenci  genu  pro  pšeničnou  ACC  jsme  studovali  také  z evolučního  hlediska.  DNA 
sekvence lokusů pšeničných ACC1 a ACC2, kódujících plastidovou a cytosolovou formu ACC, 
byly  analyzovány  s cílem  porozumět  evoluci  těchto  genů  a  původu  tří  genomů  v moderní 
hexaploidní  pšenici.  Byly  sekvenovány  lokusy  ACC1  a  ACC2  z pšeničných  druhů  Triticum 




vycházeli  z  doby  oddělení  pšenice  a  kukuřice  před  60  miliony  let.  Ve  stejném  časovém 
měřítku  se  na  základě  sekvencí  ACC  a  dalších  genů  oddělila  pšenice  a  ječmen  před  11,6 
miliony let. Oblasti ohraničující ACC geny nejsou konservované mezi genomy A, B a D. Jsou 
konservované  v  porovnání  homologních  genomů  diploidní,  tetraploidní  a  hexaploidní 
 
 






Acetyl‐CoA  carboxylase  (ACC)  is  a  key  enzyme  of  fatty  acid  metabolism  with  multiple 
isozymes often expressed in different eukaryotic cellular compartments.  
In  agriculture,  inhibitors  of  plastid  ACC  are  used  as  efficient  herbicides  against  grass 
weed.  However,  grass  weed  populations  resistant  to  aryloxyphenoxypropionate  (APP)  and 
cyclohexanedione  (CHD)  herbicides  represent  a  major  problem  for  sustainable  agriculture. 







to  confer  resistance  to  any  grass  weed  species  under  selection  imposed  by  the  extensive 
agricultural use of the herbicides.  
ACC  provides  an  important  target  for  new  drugs  to  treat  human  diseases.  We  have 











wheats  Triticum  urartu  (A  genome),  Aegilops  tauschii  (D  genome),  Triticum  turgidum  (AB 
genome), and Triticum aestivum (ABD genome), as well as two ACC2‐related pseudogenes from 






on  sequences of ACC and other  genes. The  regions flanking  the ACC genes  are not  conserved 
among the A, B, and D genomes. They are conserved when comparing homoeologous genomes 





































































































pšenice  ACC1  chloroplast  Biosyntéza FA 
pšenice  ACC2  cytoplasma  Sekund. Metab. 
člověk  ACC1  cytoplasma  Biosyntéza FA 
v lipogenních 
tkáních 

















U  rostlin  se  jedna  isoforma  ACC  vyskytuje  v plastidech,  kde  katalyzuje  první  fázi 
biosyntézy mastných  kyselin.  Druhá  forma  se  v cytosolu  účastní  hlavně  biosyntézy mastných 
kyselin  s velmi  dlouhým  řetězcem  a  flavonoidů.  V zemědělství  se  využívá  selektivita 
aryloxyfenoxypropionátových  a  cyklohexandionových  herbicidů  působících  na  různé  typy 
plastidové  ACC  [5,  7‐9].  Zatímco  multidoménový  typ  cytosolické  ACC  všech  rostlin  a 
vícepodjednotkový  typ  ACC  plastidů  dvouděložných  rostlin  jsou  vůči  zmíněným  herbicidům 
resistentní,  plastidová  ACC  trav  je  citlivá.  Časté  používaní  aryloxyfenoxypropionátových  a 
cyklohexandionových  herbicidů  vedlo  ke  vzniku  resistence,  kdy  v  ACC  byly  nalezeny mutace 
pravděpodobně  zodpovědné  za  tuto  resistenci.  Naším  cílem  bylo  ověřit  spojitost  nalezených 
mutací s resistencí vůči herbicidům. Mutace byly u resistentních rostlin detekovány pomocí PCR 
a sekvenování. Po prokázání vlivu zmíněných mutací na resistenci by tyto metody mohly sloužit 
k rychlé  detekci  resistence  u  rostlin,  což  by  umožnilo  včasné  změny  strategie  používání 
herbicidů a zastavení dalšího rozšiřování resistentního plevele. 
U  savců  se  také  vyskytují  dvě  isoformy  ACC.  ACC1  je  esenciální  enzym  nezbytný  pro 
biosyntézu mastných kyselin v lipogenních tkáních a jeho delece u myší je letální [10‐12]. ACC2 
v mitochondriích katalyzuje biosyntézu malonyl‐CoA, což vede k potlačení transportu mastných 
kyselin  do  mitochondrie  (místa  oxidace  mastných  kyselin).  Delece  ACC2  u  myší  vedla  ke 
kontinuální  oxidaci  mastných  kyselin  a  měla  vliv  na  citlivost  těchto  myší  k insulinu.  Tato 
skutečnost  naznačuje  možnost  využití  inhibitorů  ACC2  v léčbě  obezity  [13‐16].  Zatím  nebyly 
vyvinuty žádné léky cílené proti lidské ACC. Epidemie obezity a s ní spojených projevů, jako jsou 
diabetes typu II, kardiovaskulární onemocnění a atherosklerosa [17‐19] a syndrom insulinové 






Další  zajímavostí  ACC  je  značná  délka  genů  kódujících  multidoménovou  ACC,  která  je 
vhodná pro komparativní genomovou analýzu. U pšenice je délka transkribovaných částí genů 
pro ACC1 13,5 kb a ACC2 12,3 kb. Studium evoluce moderní hexaploidní pšenice je zajímavé z 
hlediska  základního  výzkumu  pšenice  jakožto  hlavní  zemědělské  plodiny,  která  byla 
domestikována a prošla dlouhodobým šlechtěním. Navíc vznikla allopolyploidií a nese genomy 
pocházející  ze  tří  různých  rostlinných  druhů.  Evoluce  pšenice  byla  studována  již  dříve  na 
základě  kratších  sekvencí  genů  [21‐25].  Naším  cílem  bylo  pomocí  analýzy  dlouhých  sekvencí 









Acetyl‐CoA  karboxylasa  (ACC;  EC  6.4.1.2)  je  enzym  katalyzující  nevratnou  karboxylaci 
acetyl‐CoA  za  vzniku  malonyl‐CoA.  K  tomu  využívá  své  dvě  katalytické  aktivity:  biotin 





ACC katalyzuje karboxylaci  acetyl‐CoA za vzniku malonyl‐CoA  [1,  2]. Reakce probíhá ve 
dvou krocích a  je závislá na prosthetické skupině biotinu (obr. 1.1). První krok zahrnuje ATP‐







Biotin  je  u  vyšších  organismů  esenciální  vitamin  (vitamin  H  nebo  B6)  který  může  být 
získán pouze z potravy [5, 6]. Prosthetická skupina biotinu je kovalentně vázána k podjednotce 
nebo doméně přenášející biotin (biotin carboxyl carrier protein, BCCP) amidovou vazbou mezi 
valeryl  karboxylem  biotinu  a  aminoskupinou  vedlejšího  řetězce  lysinu  v BCCP.  Tím  je  mezi 
bicyklickým  kruhem  biotinu  a  základní  kostrou  BCCP  vloženo  8 methylenových  skupin  a  10 













ACC  byly  nalezeny  ve  většině  žijících  organismů  včetně  archaeí,  bakterií,  hub,  rostlin, 
živočichů a lidí. U Escherichia coli a mnoha dalších bakterií, stejně jako v chloroplastech mnoha 
rostlin,  jsou  enzymy  ACC  složeny  z několika  podjednotek  (obr.  1.2)[1,  2,  4,  5,  7,  8].  BC 
podjednotka,  tvořená  u  E.  coli  449  aminokyselinovými  zbytky  (50kD),  nese  biotin 
karboxylasovou aktivitu, kdy biotin je připojen k BCCP podjednotce (156 aa, 17 kD). CT aktivitu 
zajišťují dvě podjednotky, α (319 aa, 35 kD) a β (304 aa, 33 kD) (obr. 1.2). Uvedené podjednotky 
spolu  dohromady  tvoří  holoenzym ACC.  Tento  komplex  je  nestabilní  a  za  různých  podmínek 
snadno  disociuje[2,  4].  Samotná  BC  podjednotka  tvoří  v roztoku  dimery,  BCCP  může  tvořit 
dimery  nebo  vyšší  oligomery.  Dvě  CT  podjednotky  vytváří  α2β2.  Stechiometrie  bakteriálního 
holoenzymu by mohla být (BC)2 (BCCP)4(CTαCTβ)2 [26]. 










terminální  třetina  obsahuje  CT  domény.  Prostřední  třetina  proteinu  je  unikátní  pro 
multidoménové ACC a funkce této části není zatím známa. 
Nedávno  byla  nalezena  ještě  třetí  forma  ACC  v aktinomycetách  Streptomyces  coelicolor 
(obr. 1.2). Tato ACC má α podjednotku (590 aa), obsahující BC a BCCP domény, a β podjednotku 
obsahující  CT  domény.  Toto  podjednotkové  uspořádání  ACC  je  stejné  jako  u  propionyl‐CoA 
karboxylasy. Ve skutečnosti je v tomto organismu podjednotka α společná pro ACC a propionyl‐
CoA karboxylasu [29]. 
Čtvrtá  forma  ACC  může  existovat  u  archeí,  kde  je  ACC  podjednotkový  enzym 









lidských  enzymů  jsou  označené  čárkami  a  hvězdičkami  fialové  barvy.  Místa  mutací  zodpovědných  za 










v nejméně  45  %  aminokyselinové  sekvence  a  lidská  ACC1  a  ACC2  vykazují  76%  sekvenční 
identitu.  V porovnání  s BC  doménou  je  množství  konservovaných  sekvencí  mezi  CT 
podjednotkami  E.  coli  a  CT  doménami  eukaryotických  ACC  mnohem  nižší.  To  může  být 
způsobeno rozdílným evolučním tlakem na BC a CT enzymy. Také je možné že CT struktura je 
méně citlivá ke změnám v aminokyselinové sekvenci [2]. 
Konservované  sekvence  BCCP  proteinu  jsou  omezené  převážně  na  C‐terminální 
biotinylovanou  doménu,  která  obsahuje  biotinylační  místo  v konservovaném  (Ala/Val)‐Met‐
Lys‐(Met/Leu) motivu [4, 8]. 
ACC  patří  do  malé  rodiny  biotin‐dependentních  karboxylas.  BCCP  je  u  E.  coli  jediným 
biotinylovaným proteinem a ACC jediným biotin‐dependentním enzymem [4, 5]. U rostlin bylo 
dosud nalezeno pět proteinů obsahujících biotin [8]. Lidé mají kromě ACC jen tři další enzymy 




ACC  katalyzuje  produkci  malonyl‐CoA  a  tento  produkt  může  být  využit  v různých 





U  lidí  a  dalších  savců  existují  dvě  isoformy  ACC:  ACC1  a  ACC2.  ACC1  je  exprimována 
v cytoplasmě lipogenních  tkání  (játra,  tuková  tkáň, mléčné  žlázy  a  další)  a  katalyzuje  první  a 
limitující  krok  biosyntézy  mastných  kyselin  s dlouhým  řetězcem  [1,  28,  31].  Malonyl‐CoA 
produkovaný  v těchto  tkáních  je  používán  jako  stavební  jednotka  k prodlužování  rostoucího 
řetězce mastných kyselin o dva uhlíky v procesu syntézy mastných kyselin [1]. Mastné kyseliny 
s dlouhým řetězcem potom mohou být inkorporovány do triacylglycerolů a fosfolipidů. 
Naproti  tomu  ACC2  je  exprimována  hlavně  v srdečním  a  kosterním  svalstvu  a  je 






oxidace,  musí  být  převedeny  na  acylkarnitiny  [32‐35].  Tuto  konversi    katalyzuje  karnitin 
palmitoyltransferasa I. ACC2 reguluje oxidaci mastných kyselin tak, že její produkt malonyl‐CoA 
je silným inhibitorem karnitin palmitoyltransferasy I. 
ACC  se  zdá  být  vhodným  cílem  pro  působení  léčiv,  což  plyne  z pozorování  ACC2‐
deficientních myší [13]. U těchto zvířat byla drasticky snížena hladina malonyl‐CoA v srdečním 
a kosterním svalstvu. Jako důsledek nedostatku malonyl‐CoA probíhá u ACC2–/– myší neustálá 
oxidace  mastných  kyselin  (fatty  acids,  FA)  a  tyto  myši  mají  redukované  množství  tuku  a 
tělesnou  hmotnost  přestože  konzumují  více  potravy  (hyperfagie).  Jsou  také  chráněné  proti 
diabetu  a  obezitě  způsobenými  dietou  s vysokým  obsahem  tuků/sacharidů  [36].  Tato 
pozorování  naznačují  že  inhibitory  ACC2  by  mohly  být  využity  k léčbě  obezity,  diabetu  a 
metabolického syndromu [37, 38]. Tyto sloučeniny by mohly být aktivní i u ACC1. 






Rostliny  nemohou  transportovat  FA  s dlouhým  řetězcem  na  dlouhou  vzdálenost  takže  tyto 
sloučeniny musí být syntetizovány lokálně [7]. Plastidová ACC většiny rostlin se skládá ze čtyř 
různých podjednotek které  jsou  svou aminokyselinovou  sekvencí homologní  s podjednotkami 
bakteriálních  ACC  [4,  5,  7,  8,  42].  Je  zajímavé,  že  β  podjednotka  CT  je  kódována  plastidovým 
genomem, zatímco ostatní tři podjednotky jsou kódovány jaderným genomem. 
V ostrém  kontrastu  s většinou  rostlin  obsahují  plastidy  trav  multidoménovou  ACC, 
podobnou živočišným ACC. Tato  jedinečná plastidová ACC trav  je klíčovým faktorem citlivosti 
těchto rostlin k herbicidům (jak bude popsáno později v kapitole inhibitory) [5, 7‐9]. 
Cytosol  rostlin  obsahuje multidoménovou  ACC,  která  je  zde  potřeba  k prodlužování  FA 
s velmi  dlouhým  řetězcem a  k syntéze  sekundárních metabolitů  jako  jsou  flavonoidy  [7,  8]. U 
huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) je cytosolická ACC nezbytná pro správný embryonální 











 U  kvasinek  je  delece  ACC  letální.  Je  zajímavé,  že  mutanty,  postrádající  komplex 
syntetizující  FA  (FAS),  přežívají,  pokud  jsou  do  média  dodány  FA  s dlouhým  řetězcem  [7]. 
Naproti tomu mutanty, postrádající ACC, se zastaví v G2/M fázi buněčného cyklu, ačkoli jsou FA 
s dlouhým  řetězcem  obsaženy  v médiu  [48].  Zdá  se,  že  ACC má  kromě  syntézy  FA  s dlouhým 
řetězcem ještě další esenciální roli. Tou by mohla být biosyntéza FA s velmi dlouhým řetězcem, 
které  tvoří  složky  sfingolipidů  a  ceramidů  a  jsou  pro  přežití  nezbytné.  ACC  by  také  mohla 
působit společně s nukleoporiny při regulaci hromadění GTPasy v jádře. Kvasinky obsahují ještě 
druhou  isoformu  ACC,  známou  jako  HFA1.  Je  to  mitochondriální  enzym  a  je  klíčový  pro 
biosyntézu FA a hlavně kyseliny lipoové v této organele [49]. 
U  Streptomyces  coelicolor  je  produkt  malonyl‐CoA  použit  k biosyntéze  FA  a  polyketidů 
[29]. Mnoho polyketidových přírodních produktů patří mezi farmaceuticky důležitá antibiotika, 
protinádorová léčiva a další léčiva [50].  





5’konci  [4].  V E.  coli  je  exprese  tohoto  operonu  autoregulována  BCCP  [51].  Regulace  genové 
exprese  ACC bakterií  a  rostlin,  složených  z několika  podjednotek,  má  ještě  další  úroveň 
komplexity.  Pro  zajištění  stechiometrie  holoenzymu  je  exprese  čtyř  podjednotek  enzymu 
zřejmě  regulována,  i  když mechanismus  této  regulace  není  znám.  Situace  je  ještě  složitější  u 
rostlin, kde  je β podjednotka CT kódována plastidovým genomem. Nicméně se zdá, že hladiny 
mRNA čtyř podjednotek jsou udržovány v konstantním poměru [8]. 
Exprese  kvasinkového  genu  pro  ACC  je  stimulována  lipidovými  prekursory  jako  jsou 
inositol a cholin, což odpovídá úloze tohoto enzymu v syntéze FA s velmi dlouhým řetězcem a 




ACC  řízená  dvěma  promotory  [52],  které  umožňují  alternativní  sestřih  blízko  5’konce  těchto 
genů [53]. 
Gen  pro  lidskou  ACC1  se  nachází  na  chromosomu  17q12,  gen  pro  lidskou  ACC2  na 
chromosomu  12q23.  Transkripce  savčích  genů  pro  ACC1  a  ACC2  probíhá  z násobných 
promotorů  [31].  To  může  vést  k alternativnímu  sestřihu  na  5’konci  [54]  a  modifikaci  N‐




[31].  Podobně  lidská  ACC2  má  také  alternativní  kratší  transkript,  kde  kódovaný  protein 
postrádá  jedinečný  segment,  jehož  význam  je  pravděpodobně  v nasměrování  proteinu 
k mitochondriální membráně [31]. Existence izoenzymů ACC1 a ACC2 umožňuje další flexibilitu 
v regulaci těchto enzymů v různých tkáních a při odpovědích na různé podmínky v buňkách. 
Exprese  ACC  genů  je  řízena  několika  transkripčními  faktory,  včetně  “sterol  regulatory 
element  binding  proteins“  (SREBP1a  a  SREBP1c)  a  “carbo‐hydrate  response  element  binding 
protein“  [55‐57].  SREBP1c  je  regulován  insulinem  na  úrovni  transkripce  a  dieta  s  vysokým 
obsahem  sacharidů  může  indukovat  expresi  SREBP1c,  kdy  insulin  funguje  jako  signál  pro 
aktivaci.  Polynenasycené  FA  mohou  snižovat  expresi  ACC  a  SREBP1  [58].  “Carbo‐hydrate 
response element binding protein“ může být indukován dietou s vysokým obsahem sacharidů a 
aktivuje  expresi  lipogenních  enzymů  jako  ACC  a  FAS  nezávisle  na  aktivaci  insulinem  [59].  V 
aktivaci exprese ACC a FAS glukosou by mohla hrát roli  také biosyntetická dráha hexosaminu 
[60]. 
Transkripční  koaktivátory  “peroxisome  proliferator‐activated  receptor  γ  coactivator‐1“, 
PGC‐1α a PGC‐1β, mohou zesílit účinek transkripčních faktorů a jaderných receptorů [61]. PGC‐




Živočišné ACC podléhají  jak  regulaci  předcházejícím  krokem  (feedforward)  tak  regulaci 
zpětnou  vazbou  (feedback).  Alosterickým  aktivátorem  savčí  ACC  s  regulací  předcházejícím 
krokem  je  citrát,  prekursor  acetyl‐CoA  substrátu  ACC.  Naproti  tomu  acyl‐CoA  s dlouhým 





produkovaný  glykolýzou  a  dalšími  reakcemi.  Pyruvát  je  v mitochondriích  přeměňován  na 
acetyl‐CoA,  který  pak  reaguje  s oxalacetátem  za  vzniku  citrátu  v reakci  katalyzované 
citrátsyntázou  z cyklu  trikarboxylových  kyselin.  V cytoplasmě  je  citrát  přeměňován  zpět  na 
acetyl‐CoA  enzymem  ATP‐citrát  lyasa.  Proto  může  být  citrát  považován  také  za  transportní 
formu acetyl‐CoA z mitochondrie do cytoplasmy. 
Aktivní  forma živočišné ACC  je velký  lineární polymer s molekulovou hmotností okolo 8 
milionů Da [1, 2]. Tento polymer je tvořen až 10‐20 protomery, které jsou dimery enzymu ACC. 
Citrát a acyl‐CoA s dlouhým řetězcem regulují enzymovou aktivitu ACC částečně ovlivňováním 
rovnováhy  tohoto  polymerizačního  procesu.  Citrát  podporuje  polymerizaci  ACC  což  vede  k 
aktivaci enzymu (Ka citrátu pro ACC1 a ACC2 je přibližně 2 mM )[28], i když tato aktivace může 
předcházet  polymerizačnímu  procesu.  Z předchozího  popisu  vyplývá,  že  by  citrát  by  mohl 
způsobit  aktivační  konformační  změny protomeru  [63].  Kromě  citrátu  mohou  polymerizaci 
podporovat i další anionty, včetně isocitrátu, malonátu, sulfátu a fosfátu. 
Na  rozdíl  od  citrátu  je  acyl‐CoA  s dlouhým  řetězcem  pevně  vázán  s ACC,  s Ki 
v nanomolárních hodnotách, a podporuje disociaci polymeru na protomery. 
Kromě regulace citrátem a acyl‐CoA s dlouhým řetězcem  jsou živočišné ACC regulovány 
také  kovalentní modifikací,  konkrétně  fosforylací  několika  kritických  serinových  zbytků  [28]. 
Obě  isoformy  ACC  mohou  být  za  fysiologických  podmínek  fosforylovány  kinásou  AMPK,  což 
významně inhibuje jejich aktivitu snížením  Vmax a snížením jejich citlivosti k aktivaci citrátem. 
Fosforylace AMPK kinasou také zvyšuje  inhibiční účinek palmitoyl‐CoA [64]. Místa  fosforylace 
AMPK  jsou  Ser79,  Ser1200,  Ser1215  u  ACC1  a  Ser218  u  ACC2.  Ser79  u  ACC1  a  odpovídající 
Ser218  u  ACC2  jsou  umístěny  přesně  před  BC  doménou  a  jejich  fosforylace  stačí  k inhibici 
aktivity  obou  forem  ACC.  ACC2  totiž  postrádá  fosforylační  místa  odpovídající  Ser1200  a 
Ser1215 u ACC1. Kromě AMPK mohou být ACC1 a ACC2 fosforylovány také protein kinasou A na 
Ser77  a  Ser1200  u  ACC1,  i  když  fyziologický  význam  této  kovalentní  modifikace  nebyl  ještě 
objasněn [28, 31]. 
AMPK  je  hlavní metabolický  spínač  který  je  aktivován  jako  odpověď  na  různé  stresové 
signály a zátěž [65‐69]. AMPK může být aktivována také různými adipokiny  jako  jsou  leptin a 
adiponektin [18, 66, 70‐73]. Aktivovaná AMPK reguluje fosforylací katalytickou aktivitu velkého 
počtu enzymů a buněčných procesů, což nakonec vede k inhibici drah  spotřebovávajících ATP 













cíli  pro  objevování  nových  léčiv  proti  obezitě,  cukrovce  a  dalším  projevům  metabolického 
syndromu  [37,  38].  Lidské  isoformy  ACC1  a  ACC2  jsou  si  podobné  v téměř  celé  délce  jejich 
aminokyselinové sekvence (asi 2400 aa). ACC2 obsahuje navíc N‐terminální sekvenci směrující 
tuto  formu enzymu do mitochondrie  [27]. Zde syntéza malonyl‐CoA, katalyzovaná ACC2, vede 
k potlačení  transportu  FA  do  mitochondrie  systémem  zahrnujícím  karnitin 
palmitoyltransferasu  1  (CPT1):  malonyl‐CoA  inhibuje  CPT1.  ACC2  je  exprimována  hlavně  ve 
svalech.  Delece  genu  pro  ACC2  u  myší  vede  ke  kontinuální  oxidaci  FA  a  ovlivňuje  citlivost 
k insulinu,  což  napovídá  tomu,  že ACC2  je  vhodným  terčem pro  léčiva  určená  k léčbě  obezity 
[13‐16].  Naproti  tomu  ACC1  je  esenciálním  enzymem  zodpovědným  za  biosyntézu  FA 
v lipogenních tkáních (játra a adipocyty). Delece genu pro ACC1 je embryo‐letální a má výrazný 
vliv na metabolismus lipidů v játrech a tukové tkáni [10‐12]. Navíc v mnoha nádorech dochází 
k up‐regulaci  lipogeneze,  což  zvyšuje poptávku po malonyl‐CoA produkovaném ACC  [74]. Zdá 
se,  že  malonyl‐CoA  hraje  roli  v hypotalamickém  vnímání  energie,  metabolické  rovnováhy  a 
kontroly přijímání potravy [75]. Hladina malonyl‐CoA je kontrolována také přímo malonyl‐CoA 
dekarboxylasou  [76]. Pro vývoj nových  léčiv proti obezitě  je  třeba získat  sloučeninu, která by 
specificky inhibovala ACC. Protože lidské ACC1 a ACC2 vytváří dvě oddělené zásobárny (pools) 
malonyl‐CoA  s dramaticky  odlišnými  funkcemi,  je  nejvíce  žádoucí  získání  isozym‐specifických 
inhibitorů tohoto enzymu. 
Zatím  je  známo  jen  velice málo  účinných nízkomolekulárních  inhibitorů  savčích ACC. O 
několika sloučeninách bylo nedávno publikováno, že inhibují obě isoformy savčí ACC [77]. 
Sloučenina  kyseliny  benzoové,  pokud  je  v játrech  přeměněna  na  její  ester‐CoA,  je 
inhibitorem 5‐hydroxy‐3‐methylglutaryl (HMG)‐CoA reduktasy (Ki =18 mM) a ACC (Ki =70 mM) 





snižovala  tato  sloučenina  hladinu  triglyceridů  a  FA  v  séru,  hladinu  glukosy  po  hladovění  a 
hladinu insulinu, a také tělesnou hmotnost. 
Za  účelem  inhibice  ACC  byly  dále  vyvinuty  analogy  FA  s dlouhým  řetězcem  [37].  Tyto 
sloučeniny  jsou  převedeny  na  své  estery  a  inhibují  enzymy  díky  své  podobnosti  s palmitoyl‐
CoA.  Spojením  biotinu  a  substrátů‐CoA  vznikl  dvousubstrátový  analog  inhibující  ACC  [80]. 
Chloroacetylovaný biotin inhibuje živočišnou ACC a snižuje hromadění tuků [81]. 
Sloučenina  CP‐640186  (obr.  1.3)  má  IC50  hodnoty  okolo  50  nM  vůči  ACC1  a  ACC2 
z potkana,  myši  a  opice.  U  testovaných  zvířat  tato  látka  snižovala  hladinu  malonyl‐CoA  ve 
tkáních, inhibovala biosyntézu FA a stimulovala oxidaci FA, avšak co je nejdůležitější, snižovala 
množství  tuku  a  tělesnou  hmotnost  a  zlepšovala  citlivost  k insulinu  [37].  Tato  pozorování 
naznačují, že by ACC inhibitory mohly sloužit k léčbě metabolického syndromu. 
Hlavní  cestou  k dosažení  dobrého  klinického  výsledku  je  pravděpodobně  stimulace 










U  rostlin  je  ACC  osvědčeným  terčem  účinku  různých  látek.  Dvě  skupiny  chemicky 
podobných  molekul,  aryloxyfenoxypropionáty  (APPs)  a  cyklohexandiony  (CHDs)  selektivně 
inhibují homomerní chloroplastovou ACC trav, což vede k jejich celosvětovému využívání  jako 
herbicidů  potlačujících  růst  travních  plevelů.  APPs  a  CHDs  jsou  reversibilní,  vzájemně 
neslučitelné inhibitory CT reakce [82]. Heteromerní chloroplastové ACC nejsou citlivé k APPs a 





poměrně  podobné  homomerní  chloroplastové  ACC  z čeledi  Poaceae  [84‐87].  Obilné  plodiny, 
jako  je pšenice,  jsou k těmto herbicidům resistentní přesto,  že  jejich plastidová ACC  je  citlivá. 
Tyto rostliny jsou schopné herbicidy rychle metabolizovat, čímž je  inaktivují. Ukazují tak další 
mechanismus  získání  resistence  k herbicidům  na  úrovni  celé  rostliny  [88,  89].  Byla  nalezena 
nová látka skupiny CHDs, která inhibuje plastidovou ACC rýže aniž poškozuje rýžovou rostlinu 
[90]. 
Molekulární  podstata  rozdílů  v citlivosti  vůči  APPs  a  CHDs    ještě  objasněna  nebyla. 
K rozpoznání  determinant  citlivosti  k herbicidům  inhibujících  ACC  by mohly  pomoci mutanty 
travin, jejichž mutace jsou zodpovědné za pozměněnou citlivost cílového enzymu. APPs a CHDs 
byly  asi  před  třiceti  lety  zavedeny  do  celosvětového  zemědělství    a  od  té  doby  byly  hojně 
využívány  proti  celé  škále  travinných  plevelů.  Důsledkem  toho  je,  že  již  bylo  nahlášeno  42 
druhů  rostlin  resistentních  k herbicidům  inhibujícím  ACC  a  změna  v ACC  se  stává  široce 
rozšířeným  mechanismem  resistence  (International  Survey  of  Herbicide  Resistant  Weeds; 
domovská  stránka  na  www.weedscience.com).  Jeden  z nejlépe  prostudovaných  plevelů  je 
psárka  polní  (Alopecurus myosuroides  [Huds.]),  hlavní  travinný  plevel  zimní  úrody  v  Evropě. 
Analýza  mutantů  psárky  polní  s resistentní  ACC  odhalila,  že  Ile‐1781‐Leu  substituce  uděluje 
resistenci  proti  některým,  ale  ne  všem,  APPs  a  CHDs  a  Ile‐2041‐Asn  substituce  uděluje 
resistenci  proti  APPs  ale  ne  proti  CHDs  [91‐93].  Obě  substituce  se  nachází  v CT  doméně 









Předpokládá  se  že  všichni  zástupci  rodu  Triticeae  ,  včetně  pšenice,  ječmene  a  žita,  se 
vyvinuli  ze  společného  předka.  Mezi  ně  patří  i  polyploidní  druhy  pšenice  jako  tetraploidní 
pšenice naduřelá Triticum turgidum a hexaploidní pšenice setá Triticum aestivum, které vznikly 
procesy mezidruhové  hybridizace mezi  oddělenými  předky  pšenice  následované  spontánním 





S atd.,  mají  základní  chromosomové  číslo  7  a  jsou  jeden  s druhým  homologní  (odráží  zbylou 
homologii  původně  úplně  homologních  chromosomů).  Rod  Triticeae  představuje  zajímavý 
případ  protože  zahrnuje  druhy  různé  ploidie  pro  které  jsou  známy  některé  klíčové  evoluční 
kroky [23]. 
S 620  miliony  tun  vyprodukovaných  ročně  na  celém  světě  zajišťuje  pšenice  asi  jednu 
pětinu  kalorií  konzumovaných  lidmi  [97].  Zhruba  95  %  pšeničné  úrody  představuje  běžná 
pšenice Triticum aestivum používaná pro dělání chleba, sušenek a těst, zatímco zbývajících  5 % 
je  tvrdá  pšenice  T.  durum  používaná  k výrobě  těstovin.  Pšenice  jednozrnka  (Triticum 
monococcum)  a  pšenice  dvouzrnka  (T.  dicoccum)  a  další  pluchaté  pšenice  jsou  dnes  reliktní 
plodiny malého ekonomického významu [97, 98]. 
Pšenice  jednozrnka  je  diploidní  druh,  zatímco  tvrdá  a  běžná  pšenice    jsou  polyploidní 
druhy, které vznikly mezidruhovou hybridizací dvou a tří různých diploidních druhů. Úspěšnost 
těchto  domestikovaných  polyploidních  druhů  jde  ruku  v ruce  s úspěšností  přirozených 
polyploidních  druhů,  které  představují  více  než  70  %  rostlinných  druhů  [99]  a  mají  sklon 
k většímu geografickému rozšíření než jejich blízcí diploidní příbuzní [97]. 
Genetická  příbuzenství  mezi  divokými  a  domestikovanými  pšenicemi  jednozrnky  a 
dvouzrnky  naznačují,  že  místem  domestikace  je  nejspíše  oblast  na  západ  od  Diyarbakiru 
v jihovýchodním  Turecku  [100‐102].  Rozmach  zemědělství  v této  oblasti  vedl  k rozšíření 
domestikované pšenice jednozrnky (T. monococcum, genomy AmAm) a domestikované pšenice 
dvouzrnky (T. turgidum  subspecies (ssp.) dicoccon, genomy BBAA) přes Asii, Evropu a Afriku. 
Jihozápadní  rozšíření  pěstování  domestikované  dvouzrnky  mělo  za  následek  její  společný 
výskyt  s jižní  subpopulací  divoké  dvouzrnky  (T.  turgidum  ssp.  dicoccoides,  genomy  BBAA). 
Výsledkem  výměny  genů  mezi  populacemi  severní  domestikované  a  jižní  divoké  dvouzrnky 
nebo  dvouzrnky  domestikované  v jižní  oblasti  bylo  vytvoření  centra  diversity  domestikované 
dvouzrnky  v  jižním  Levantu.  Následkem  toho  bylo  rozdělení  domestikované  dvouzrnky  na 
severní  a  jižní  subpopulace  a  u  druhé  z nich  došlo  ke  zvýšení  genové  diversity  [100]. 
Rozšiřování  kultivace  domestikované  dvouzrnky  na  severovýchod  vedlo  ke  společnému 
výskytu s mnohoštětem Aegilops tauschii (genomy DD) a ke vzniku běžné hexaploidní pšenice T. 
aestivum  (genomy  AABBDD)  v pásu  táhnoucím  se  od  Arménie  k jihozápadnímu  pobřeží 
Kaspického moře [103]. 
Genetické  změny  zodpovědné  za  soubor  znaků  odlišujících  domestikované  rostliny  od 




obilnin,  je  hlavní  složkou  tohoto  syndromu  zpevnění  klasu,  které  zabraňuje  uvolňování  zrn 
větrem  a  usnadňuje  sklizeň.  Další  složkou  domestikačního  syndromu  je  ztráta  pevné  pluchy, 
čímž  se  z pluchaté  pšenice  stala  pšenice  nahá.  Další  znaky  sdílené  domestikovanými  druhy 
pšenice  jsou  větší  velikost  zrna,  nižší  počet  odnoží,  vzpřímenější  růst  a  omezení  dormance 
obilek. 
Velká  většina  polyploidních  rostlin,  včetně  pšenice,  vznikla  hybridizací  mezi  různými 
druhy  (allopolyploidie).  Allopolyploidií  se  v jednom  organismu  setkávají  genomy  dříve 
přizpůsobené  odlišným  prostředím.  Tak  se  vytváří  potenciál  pro  adaptaci  nového 
allopolyploidního  druhu  na  širší  škálu  podmínek  prostředí.  To  je  zřejmý  případ  hexaploidní 





uměle  vytvořených  allopolyploidů  byla  popsána  neaditivní  exprese  genů  [99,  104].  Rychlé  a 
nahodilé procesy genových expresí [105] zajišťují další zdroj genetických variací, které mohou 
být důležité v úspěšné adaptaci nových allopolyploidů. 
Polyploidie  má  ale  také  své  stinné  stránky.  Vznik  polyploidního  druhu  je  doprovázen 
efektem úzkého hrdla láhve (bottleneck) [97], kdy malý počet rostlin, podílejících se na vzniku 
nového  polyploidního  druhu,  omezuje  počáteční  genovou  diversitu.  Protože  se  vzniku  T. 






V pšenici  se  nacházejí  také  dvě  isoformy  ACC.  Plastidová  ACC  kódovaná  genem  ACC1 
katalyzuje  první  krok  biosyntézy  FA  přeměněním  acetyl‐CoA  na  malonyl‐CoA,  který  je  pak 
použit  k připojení  dvouuhlíkatých  fragmentů  k rostoucímu  řetězci  FA.  V cytoplasmě  ACC 
kódovaná  genem  ACC2  produkuje  malonyl‐CoA  pro  sekundární  metabolismus  zahrnující  i 
prodlužování  FA  s dlouhým  řetězcem.  Gen  kódující  plastidovou  ACC  u  trav,  která  nahradila 
vícepodjednotkový enzym bakteriálního původu vyskytující se u dvouděložných rostlin, vznikl 





promotor  a  nové  regulační  elementy  [52,  53].  Pšeničné  ACC1  a  ACC2  geny  nevykazují 
podobnost sekvencí vně exonů kódujících funkční enzym. Pro obě ACC1 a ACC2 jsou všechny tři 
homology T. aestivum transkripčně aktivní a každý využívá dva promotory a alternativní sestřih 
prvního  intronu  k produkci  transkriptů  s různou  orgánovou  specifitou.  Každý  z homologů 
přispívá stejně k celkovému množství mRNA každého typu transkriptu [52, 53]. 
Analýzou  genomové  sekvence  bylo  prokázáno,  že  v každém  z homologních  genomů 
hexaploidní pšenice T. aestivum je přítomna jedna kopie aktivního ACC genu [23, 24, 107‐110]. 
Testováním  příbuzných  druhů  pšenice  [23,  24,  107]  byly  nalezeny  dvě  kopie  ACC1  genu 
v diploidním  mnohoštětu  Aegilops  speltoides.  Topologie  fylogenetického  stromu  podle  ACC1 
(obr.  1.4)  naznačuje,  že  gen  byl  minimálně  jednou  duplikován  před  rozdělením  genomů 
Aegilops  a  Triticum  a  v každé  linii  pak  došlo  ke  ztrátě  jiné  kopie  genu.  Geny  pro  ACC1  se 
nacházejí  na  krátkém  rameni  pšeničných  chromozómů  skupiny  2.  Gen  pro  ACC2  byl  během 
evoluce rodu Triticeae také nejméně dvakrát duplikován, s následnou specifickou ztrátou genu 
v různých  liniích  [23].  V některých  testovaných  druzích  rodu  Triticeae  byl  nalezen  částečně 
zpracovaný  pseudogen  [107].  Geny  pro  ACC2  se  nacházejí  na  dlouhém  rameni  chromozomů 
skupiny 3 [23, 108]. 
Pro  svou  značnou  velikost  a  dostupnost  informací  o  jejich  funkci,  představují  pšeničné 
geny, kódující ACC, skvělý počáteční bod pro srovnávací analýzu genomu. Transkribovaná část 
genu pro ACC1 v pšenici  je dlouhá 13,5 kb s 6,9 kb kódující sekvence (2311 aa včetně peptidu 












vypočítaný  metodou  neighbor‐joining.  Názvy  taxonů  obsahují  skladbu  genomu  (Triticeae/Aegilops), 
druhové  jméno,  přístupové  číslo/název  kultivaru,  geografický  původ  (Triticeae/Aegilops),  jméno 


















se  rozdělí  jen  několikrát  a  potom  hynou.  Pokud  je  ale  nedostatek  jejich  ACC  dodán  z jiného 
zdroje,  mohou  se  dále  množit.  V kvasinkovém  GR  systému  je  nulová  mutace  ACC1 
komplementována cizí ACC exprimovanou z vysoko‐kopiového plasmidu řady pRS. V plazmidu 
pRS  je  cizí  komplementující  gen  vložen  za  kvasinkový  promotor  GAL10  a  kvasinkovou  ACC1 
vedoucí  sekvenci,  k němu  je  připojen  kvasinkový  3‘‐konec  (obr.  1.5).  Silný  promotor  GAL10 
umožňuje  vysokou  hladinu  a  regulovatelnost  exprese  ACC.  Vedoucí  a  koncová  sekvence 
z kvasinkové  ACC1  byly  fúzovány  s cizím  genem  pro  zajištění  správné  interpretace 
transkripčních a translačních signálů a stability mRNA [86]. 
 
Obr.  1.5  Struktura  kvasinkového  expresního  plazmidu  pRS423,  kódujícího  pšeničnou  plastidovou  ACC. 
Podle [86]. 
Plazmidem  pRS423  s vloženým  genem  pro  cizí  ACC  jsou  transformovány  kvasinkové 
buňky  Saccharomyces  cerevisiae  kmene  W303D‐ACC1ΔLEU2  (MATa/α,  ura3,  his3,  trp1,  ade1, 
acc1). Tento kmen vznikl z laboratorního kmene W303d (MATa/α, ura3, leu2, his3, trp1, ade1) 
vložením kazety s genem LEU2 do kódující sekvence genu ACC1. Proto kmen W303D‐ACC1ΔLEU2 
na  rozdíl  od  kmene W303D může  syntetizovat  leucin  ale  nese  pouze  jednu  funkční  alelu  pro 
ACC1.  Po  sporulaci  je  možné  testovat  komplementaci  cizí  ACC  kódované  plazmidem 





S pomocí  kvasinkového  GR  systému  se  již  podařilo  exprimovat  ACC  pšenice  [112]  a 
Toxoplasma  gondii  [113]  v jejich  aktivní  konformaci  v S.  cerevisiae.  Vysoký  stupeň  aktivity  v 
transgenních kvasinkových  kmenech  naznačuje,  že  cizí  apoprotein  je  účinně  modifikován 
kvasinkovou apoprotein‐biotin ligázou. Každý isozym nebo forma ACC může být analyzována in 
vivo  (v  příslušném  kvasinkovém  kmenu)  a  in  vitro  (extrakty  z kvasinek)  a  purifikována  pro 
biochemické  a  strukturní  studie.  Silný  promotor GAL10  a  vysoko‐kopiové plasmidy  řady pRS 
umožňují  vysokou  hladinu  a  regulovatelnost  exprese.  Při  nízkých  koncentracích  galaktosy  se 








Cílem  první  části  disertační  práce  bylo  potvrzení  spojitosti mutací  Cys‐1999,  Cys‐2027, 
Asn‐2041,  Gly‐2078  a  Ala‐2096  v plastidové  formě  ACC  s resistencí  vůči 
aryloxyfenoxypropionátovým  (APP)  a  cyklohexandionovým  (CHD)  herbicidům.  Tyto  mutace 
byly  s pomocí  sekvenování  a  specifické  PCR  metody  nalezeny  v rostlinách  Avena  sterilis  ssp. 
ludoviciana  Durieu  resistentních  vůči  používaným  herbicidům  (APP)  a  (CHD).  Naším  úkolem 
bylo  ověřit,  zda  tyto  jednotlivé  mutace  způsobí  resistenci  i  u  pšeničné  ACC.  Konkrétně  to 
znamenalo: 








plastidovou  a  cytosolovou  formu  enzymu ACC  za  účelem prohloubení  znalostí  evoluce  těchto 
genů a původu tří genomů v moderní hexaploidní pšenici. K tomu bylo potřeba: 
1. Isolovat klony BAC DNA obsahující homology A genů ACC1 a ACC2 z T. 






Cílem  poslední  části  práce  bylo  vyvinout  systém  pro  rychlé  vyhledávání  nových 
specifických inhibitorů lidské ACC2. K tomu jsme se rozhodli použít kvasinkový GR systém. Pro 
dosažení našeho cíle bylo třeba: 
1. Připravit  konstrukty  nesoucí  v kvasinkovém  kyvadlovém  vektoru 





2. Testovat  komplementaci  kvasinkové  ACC1  nulové  mutace  ACC 
kódovanou v připravených konstruktech. Optimalizovat podmínky pro vysokokapacitní 
testování potenciálních inhibitorů lidské ACC. 










Isolace  BAC  DNA,  příprava  knihovny  fragmentů  BAC  DNA  a  její  sekvenování,  a 
analýza  sekvencí:  BAC  DNA  byla  isolována  pomocí  Large‐Construct  Kit  (Qiagen),  poté  byla 
fragmentována pomocí Hydroshear Instrument (GeneMachines). Fragmenty dlouhé            1,5–3 
kb  byly  po  elektroforese  purifikovány  z  agarozového  gelu  a  klonovány  do  vektoru  pSMART 
(Lucigen) nebo pIK96 (Stanford Human Genome Center). Všechny fragmenty byly sekvenovány 
z  jednoho konce  a potom byly na  základě  částečného poskládání  sekvencí  vybrány klony pro 
sekvenování  z  druhého  konce.  Mezery  byly  doplněny  sekvenováním  vybraných  klonů  se 
specifickými  primery  nebo  sekvenováním  produktů  PCR  získaných  s  použitím  primerů 
nasedajících na konce subkontigů. Sekvenční kontigy byly poskládány a editovány v programu 
Sequencher  (Gene  Codes).  Struktura  intronů/exonů  genů  ACC  byla  určena  na  základě 
publikovaných  informací  [108‐110].  DNA  sekvence  byly  porovnávány  v  programu  Clustal  X 
1.83.1 [114] a, kde to bylo nezbytné, dále editovány pomocí MacClade 4.08 (Sinauer Associates). 
Frekvence  substitucí  mezi  párovanými  nukleotidy  byly  po  manuálním  uspořádání  sekvencí 
vypočítány s použitím programu Microsoft Excel, všechny mezery byly z porovnání vyloučeny. 
Pro  výpočty  jsme  použili  okno  velikosti  1  kb  pohybující  se  po  1  bp.  Všechny  nesynonymní 
pozice  z porovnání  více  sekvencí  byly  z výpočtu  vyloučeny. Tyto  výsledky byly použity pouze 
k určení  rozložení  synonymních  sekvencí  uvnitř  sekvence  genu.  Frekvence  synonymních 
substitucí  byly  vypočítány  metodou  Nei–Gojobori  s korekcí  Jukes‐Cantora  pro  vícečetné 
substituce, jak je to provedeno v MEGA [115]. Všechny pozice s mezerami byly z těchto výpočtů 
vyřazeny. Doby oddělení genů ACC byly vypočítány pomocí frekvence synonymních substitucí, 
kdy  jsme při kalibraci molekulárních hodin vycházeli  z doby oddělení Pooideae  a Panicoideae 
před 60 miliony let, a z frekvencí  intronových substitucí, kdy jsme při kalibraci molekulárních 
hodin vycházeli  z doby oddělení pšenice a  ječmene před 11,6 miliony  let. Odchylky  frekvence 









substitucemi  je  popsána  v  příloze  1.  Příprava  konstruktů  pro  vysokokapacitní  GR  systém 
s lidskými  ACC1  a  ACC2  a  chimérami  pšeničné  cytosolové  ACC2/lidské  ACC2  je  popsána 
v příloze 3 (doplňující informace).  
Připravenými  konstrukty  byly  transformovány  buňky Saccharomyces cerevisiae  kmene 
W303D‐ACC1ΔLEU2  (MATa/α,  ura3,  his3,  trp1,  ade1,  acc1)  s použitím  EZ  kitu  (Zymo  Research, 
Orange,  CA)  podle  pokynů  výrobce.  Transformované  buňky  byly  selektovány  na  miskách 
s minimálním médiem (0,17% kvasinková dusíkatá báze, 0,5% sulfát amonný, 2% D‐ glukosa, 
adenin  sulfát  (10mg/l),  uracil  (20mg/l),  leucin  (200mg/l),  tryptofan  (50mg/l)  a  ampicilin 
(50mg/l)).  Sporulace  byla  indukována  v SPII  médiu  (2%  acetát  draselný,  adenin  sulfát 
(7,5mg/l), uracil (7,5mg/l), leucin (7,5mg/l), tryptofan (7,5mg/l) a ampicilin (50mg/l)) 2‐3 dny 
ve  30°C.  Sporulující  buňky  byly  suspendovány  v  50μl  zásobního  roztoku  zymolázy  T100 
(ICN)(50μg/ml v 1M sorbitolu) a suspenze byla inkubována při 30°C přibližně 5 minut. Když se 
začala  rozvolňovat  stěna  asků,  byly  zkumavky přeneseny na  led  a  bylo  k  nim přidáno 150 μl 
sterilní  vody.  Z  každého  z  přibližně  20‐30  vybraných  asků  byly  s  pomocí  mikroskopu  s 
mikrojehlou rozmístěny 4 spory na misce s YPRG médiem (1% bacto‐yeast extract, 2% pepton‐
trypton,  2%  rafinosa,  2%  galaktosa,  0,1%  adenin  sulfát,  ampicillin  (50mg/l),  1,5%  agar)  pro 
tetrádovou  analýzu.  Přítomnost  komplemetujícího  genu  byla  ověřena  růstem  na  selekčních 
mediích a závislostí růstu na galaktose. 
Testování růstu a  inhibice kmenů s pšeničnou ACC s aminokyselinovými substitucemi 
bylo  prováděno  měřením  optické  density  při  600  nm.  Jedna  jednotka  OD  odpovídá  hustotě 
přibližně  1,3  x  107  buněk  na  mililitr.  Experimenty  byly  prováděny  v 3ml  kulturách  ve 
zkumavkách  nebo  0,2ml  kulturách  v 96‐jamkových  destičkách,  v YPRG médiu,  při  23°C  nebo 
30°C.  Inhibitory  byly  přidávány  ze  100x  koncentrovaného  zásobního  roztoku  v DMSO.  Do 
kontrolního média pro měření růstu kvasinek bez inhibitorů bylo přidáváno 1% DMSO.  
Testování  účinku  inhibitorů  vysokokapacitním  systémem  je  popsáno  v příloze  3 
(doplňující informace). 
V příloze  3  (doplňující  informace)  je  uveden  i  postup  isolace  proteinu  pro  testování 







Předkládaná  disertační  práce  je  koncipována  jako  komentovaný  soubor  publikací 
s původními  výsledky,  jejichž  společným  tématem  je  acetyl‐CoA  karboxylasa  (ACC).  ACC  je 
důležitým enzymem metabolismu lipidů. Je také proto vhodným cílem pro působení inhibitorů 
– ať již dlouho používaných herbicidů inhibujících plastidovou ACC travinných plevelů (kterým 
se  věnuji  v kapitole  4.1)  nebo  potenciálních  léčiv  proti  obezitě  inhibujících  lidskou 
mitochondriální  formu  ACC  (které  jsou  studovány  v kapitole  4.3).  Geny  kódující 
multidoménovou ACC jsou navíc pro svoji velikost vhodné jako výchozí bod pro komparativní 









Asn,  Asp‐2078‐Gly  a  Gly‐2096‐Ala  v plastidové  ACC  s  resistencí  travinného  plevelu  ovsa 
jalového  (Avena  sterilis  ssp.  ludoviciana  Durieu)  k aryloxyfenoxypropionátovým  (APP)  a 
cyklohexandionovým (CHD) herbicidům. 
APP a CHD herbicidy jsou často používány k selektivní redukci travinných plevelů. Mnoho 




jednu  z pěti  mutací  spojených  s resistencí.  Tyto  zmutované  aminokyselinové  zbytky  nebyly 
nalezeny  na  odpovídajících  místech  ACC  žádných  citlivých  druhů  travin.  Navíc  čtyři  z těchto 
mutací,  Trp‐2027‐Cys,  Ile‐2041‐Asn  a  Asp‐2078‐Gly  a  Gly‐2096‐Ala,  byly  nalezeny  v dalších 
plevelných  travinných  druzích  resistentních  k inhibitorům  ACC  [91‐96,  116,  117],  hlavně 





Sekvenční  porovnání  alel  Cys‐1999,  Asn‐2041  a  Gly‐2078  se  třemi  homology  ACC1  z A. 
fatua ukázalo, že mutaci udělující resistenci k herbicidům může nést kterýkoli ze tří homologů 
hexaploidní  A.  sterilis  ssp.  ludoviciana.  Proto  je  šance  k  získání    mutované  alely  vyšší  u 
hexaploidních  trav  než  u  diploidních.  Křížením  rostlin  obsahujících  různé  resistenční  alely  a 
získáním  potomstva  s resistenčními  mutacemi  na  každém  z homologních  chromosomů  by  se 
mohl  zkoumat  vliv  množství  mutovaných  genů  na  míru  resistence  v polyploidních  druzích 
plevelů. Zajímavé  je,  že  jedna populace  (Shk) obsahovala nejméně  tři  různé mutace vedoucí k 









Získali  jsme  čtyři  kvasinkové  GR  kmeny,  jejichž  růst  závisel  na  chimérní  pšeničné  ACC 
nesoucí  jednu z mutací: Trp‐1999‐Cys, Trp‐2027‐Cys,  Ile‐2041‐Asn a Asp‐2078‐Gly, a testovali 
jsme jejich odolnost vůči herbicidům. 
 Naše  pokusy  užívající  kvasinkové  GR  kmeny  potvrzují  výsledky  fenotypových  a 
sekvenčních  analýz:  jediná  změna  aminokyseliny  Asp‐2078‐Gly  uděluje  silnou  resistenci 
k herbicidům typu APPs i CHDs; Trp‐2027‐Cys a Ile‐2041‐Asn uděluje silnou resistenci k APPs 
(a  slabou  resistenci  k  CHDs)  a  Trp‐1999‐Cys  uděluje  silnou  resistenci  pouze  k jednomu 
z testovaných  APP  herbicidů,  fenoxapropu  (obr.  4.1).  Tyto  aminokyselinové  substituce  jsou 
spojené  s resistencí  rostlin  jako  A.  sterilis,  A.  myosuroides  a  L.  rigidum.  Působí  také  ve 
strukturním kontextu pšeničné plastidové ACC,  což  naznačuje,  že  takovéto mutované  alely  se 







Obr.  4.1  Reakce  kvasinkových  GR  kmenů,  závislých  svým  růstem  na  chimérní  pšeničné  ACC  nesoucí 





Ile‐2041‐Asn a Asp‐2078‐Gly  stejně dobře  jako kmen bez mutací. Chimérní ACC  s mutací Gly‐
2096‐Ala  nekomplementuje  kvasinkovou  ACC1  nulovou  mutaci,  pravděpodobně  z důvodu 
nedostatku enzymové aktivity potřebné k udržení růstu kvasinek. GR kmen s mutací Trp‐1999‐
Cys  v ACC  rostl  podstatně  pomaleji  (s  dvakrát  delší  dobou  zdvojení),  což  naznačuje,  že  tato 
mutace  má  významný  vliv  na  aktivitu  enzymu.  Přestane‐li  působit  selekční  tlak,  může  takto 
snížená  aktivita  způsobit  významné  snížení  fitness  svého  nositele  ovlivňující  jeho  přetrvání 
v divokých  populacích.  Dopad  na  hexaploidní  rostliny  by  nemusel  být  tak  závažný.  Snížení 
enzymové  aktivity  bylo  navrženo  u  ACC  s mutacemi  Trp‐2027‐Cys  a  Asp‐2078‐Gly,  ale  ne 
s mutacemi  Ile‐2041‐Asn  a  Gly‐2096‐Ala  [93,  116].  Samotná  přítomnost  aminokyselinového 
zbytku  Ala  v pozici  2096  by  neměla  mít  zásadní  vliv  na  aktivitu  enzymu  obecně,  protože 
kvasinková ACC divokého typu má na odpovídajícím místě Ala a je plně funkční. Nedostatečná 











detekce  je  rychlý,  na  rozdíl  od  testů  v květináčích,  které  jsou  pracné  a  časově  a  prostorově 
náročné.  Spolehlivé,  rychlé  a  jednoduché  detekce  resistence  k herbicidům  jsou  potřebné  pro 











V této  části  práce  jsme  se  soustředili  na  studium  evoluce  rodů  pšenice  (Triticum)  a 
mnohoštětu  (Aegilops),  jednak  pro  důležitost  pšenice  jako  hlavní  zemědělské  plodiny,  jednak 
pro  složitost  její  evoluční  historie:  od  oddělení  diploidních  předků  pšenice,  přes  dva  kroky 
polyploidizace, domestikaci a dlouhodobé šlechtění. U pšenice je většina aktivních genů značně 
rozptýlená mezi dlouhými,  rychle  se měnícími  intergenovými oblastmi,  které  sestávají  hlavně 
z repetitivních  sekvencí.  Kromě mutací  podléhají  aktivní  geny  častým duplikacím  a  delecím  a 
také  konverzím  a  nepravidelným  překřížením  (crossing‐over)  mezi  paralogy  což  vede 
k hybridním genům. Tyto procesy jsou specifické pro rody, genomy a počet genů [118‐120]. 
Na základě archeologických artefaktů bylo odhadnuto, že hexaploidní genom pšenice seté 
(T.  aestivum),  ABD,  vznikl  před  10000  lety  [125].  Podle  metody  molekulárních  hodin  došlo 















Pro  porozumění  evoluce  genů ACC1  a  ACC2  a  původu  tří  genomů moderní  hexaploidní 
pšenice  jsme  se  pokusili  analyzovat  sekvence  pšeničných  lokusů  ACC1  a  ACC2,  kódujících 
plastidovou a cytosolovou formu enzymu ACC. Sekvenovali jsme lokusy ACC1 a ACC2 z Triticum 






se  před  (upstream) ACC1  a  bezprostředně  za  (downstream) ACC2  jsou  znázorněny  černě.  Pseudogeny 
jsou označené černými šikmými pruhy. Lokusy ACC1 a ACC2 vykazují podobnost pouze mezi kódujícími 
sekvencemi  exonů.  Oblasti  po  stranách  kódující  sekvence  Acc  označené  šedě  obsahují  sekvence 
konservované  mezi  A,  B  a  D  homology.  Podobnost  sekvencí  mezi  homology  je  znázorněna  barevně. 
Tmavší  barva  úseku  před  (upstream)  genem  ACC2  B  označuje  nižší  míru  identity  než  u  úseku 
downstream. Bíle jsou označeny části postrádající sekvenční podobnost orthologů. 
 
Na  základě  dříve  publikovaných  informací  o  sekvencích  [23,  24,  107]  jsme  vybrali, 








Obr.  4.3  Struktura  ACC  genů  a  porovnání  dvojic  (pairwise)  sekvencí  synonymních  částí  a  intronů.  (A) 
Exony kódující vysoce konservované BC a CT domény ACC jsou znázorněny ve stejných barvách. Introny 
jsou  znázorněny bíle,    5′‐  a  3′‐UTR  žlutě.  5′‐  a  3′‐konce  genů  znázorněné  šedě obsahují  části  sekvence 
konservované mezi homology A, B a D ACC1 a ACC2 genů. Mezi geny ACC1 a ACC2 není žádná sekvenční 
podobnost vně kódujících exonů. Červené trojúhelníky označují polohu předčasných stop kodónů, modré 
trojúhelníky  polohu posunů  čtecího  rámce.  Schéma  zobrazuje  geny  z T. urartu,  ale  struktura ACC  genů 
ostatních druhů pšenice je velice podobná. (B‐E) Porovnání sekvence genů ACC1 (B a C) a ACC2 (D a E) 
mezi  synonymními  místy  (silná  čára)  a  spojenými  nekódujícími  a  intronovými  místy  (tenká  čára). 
Procento  odlišných  nukleotidů  bylo  vypočítáno  s použitím  1‐kb  okna  posunovaného  po  1  bp.  První 
nukleotid  prvního  intronu  v kódující  oblasti  (zvýrazněné  šedě)  je  spojen  s prvním  nukleotidem 
iniciačního kodónu translace. Intronové a exonové sekvence nejsou seřazené přesně protože mají různé 
pozice  a  délky.  Poslední  intron  byl  spojen  s 3‘‐koncem  genu.  5‘‐  a  3‘‐  koncové  sekvence  genu  ACC1 





Žádný  ze  sekvenovaných  lokusů  neobsahoval  více  než  jeden  gen  ACC  nebo  pseudogen. 
Geny  a  pseudogeny  ACC  ze  nenacházejí  v těsné  blízkosti  (na  stejném BAC  insertu),  ale  podle 
výsledků pokusů mapování chromosomů se nacházejí na stejném segmentu chromosomu [23]. 
Toto  pozorování  je  v souladu  i  s různou  lokalizací  genů  ACC1  a  ACC2.  Struktura  genů  ACC  je 
ukázána  na  obr.  4.3  A.  Na  obr.  4.3  B‐E  je  znázorněno  rozložení  synonymních  a  intronových 
substitucí v genech ACC a v sekvencích vně genů. Rozdíly mezi sekvencemi intronů neumožňují 
porovnání  vzdálenějších  příbuzných  než  na  úrovni  rodu  Triticeae  a  odlišnost  sekvencí 
ohraničujících  geny  umožňuje  pouze  porovnání  mezi  homology.  Pro  porovnání  tří  podčeledí 
čeledi  lipnicovitých  jsme použili  sekvence ACC z psárky (Alopecurus, podčeleď Pooideae),  rýže 
(podčeleď Erhartoideae) a kukuřice, čiroku (Sorghum) a béru (Setaria) (podčeleď Panicoideae).  
Rozložení synonymních substitucí mezi těmito druhy se významně liší v různých částech 
kódující  sekvence  způsobem,  který  naznačuje  souvislost  s konservovaností  sekvence  na 
aminokyselinové  úrovni:  biotin  karboxylasa  (BC)  a  karboxyl  transferasa  (CT)  jsou  nejvíce 
konservované  části  ACC.  Tato  tendence  je  méně  výrazná  u  ACC2  (obr.  4.3  D).  Gen  ACC2 
nekóduje  peptid  pro  transport  do  chloroplastu,  který  je  méně  konservovaný.  Proto  se 
konservovaná BC doména nachází velmi blízko 5‐ konce genu. 





synonymních  substitucí  v každém  genu  (tab.  4.1).  Pro  ACC1  gen  byly  vypočítány  dvě 
vzdálenosti: jedna založená na celé délce a jedna založená na prvních dvou třetinách (segment 
Ea) kódující sekvence. Tyto dvě vzdálenosti jsou odlišné pro homology A, B a D a mezi pšenicí a 
ječmenem,  ale  jsou  shodné  (v  rámci  odchylky)  pro  všechny  další  dvojice  sekvencí.  Tento 
výsledek  je  v  souladu  se  zvýšeným  výskytem  substitucí  v  poslední  třetině  kódující  sekvence 
ACC1  (segment Eb) pozorovaným pouze na úrovni  homologů  a  ovlivňujícím podstatně pouze 
vzdálenosti  mezi  dvojicemi  A,  B  a  D  genů  a  v  menší  míře  vzdálenosti  mezi  ječmenem  a 
pšeničnými  A,  B  a  D  sekvencemi.  Tento  jev  se  nezdá  být  obecnou  vlastností  genu  ACC1. 











Obr.  4.4  Frekvence  nukleotidových  substitucí  v různých  částech  lokusů  ACC1  (A‐D)  a  ACC2  (E‐H). 
Frekvence  synonymních  substitucí  je  ukázána  pro  tyto  kódující  sekvence:  Ea  –  od  iniciačního  kodónu 
k začátku  CT  domény;  Eb  –  od  začátku  CT  domény  ke  stop  kodónu;  E  –  celá  délka  kódující  sekvence. 
Intronové sekvence (I) obsahují všechny introny kromě prvního (vedoucího) intronu, který byl připojen 
ke  konci 5‘‐koncového  segmentu,  a  posledního  intronu,  který  byl  připojen  na  začátek  3‘‐koncového 
segmentu.  3‘‐/5‘‐  konec  označuje  celou  oblast  mezi  stop  kodónem  ACC2  a  iniciačními  kodóny  genů 
nalezených hned za  (downstream) ACC2 (obr. 4.2).  i  ‐  intronové sekvence genu hned za  (downstream) 
ACC2. e ‐ exonové sekvence genu hned za (downstream) ACC2. V těchto porovnáních byly použity pouze 
dlouhé  konservované  části  sekvence  před  (upstream)  (L)  a  za  (downstream)  (R)  kódující  častí  genu 
ACC1.  Počet  nukleotidů  nebo  počet  synonymních míst  v exonech  je  uveden  pod  označením  segmentu. 







































ACC1             
Pooideae– 
Panicoideae  0.576 ± 0.029  60  0.577 ± 0.036  60  n.d.  n.d. 
rýže–Panicoideae  0.559 ± 0.028  60  0.556 ± 0.031  60  n.d.  n.d. 
rýže –Pooideae  0.502 ± 0.023  52.2 ± 2.4  0.494 ± 0.030  51.4 ± 3.1  n.d.  n.d. 
kukuřice–Setaria  0.261 ± 0.015  27.2 ± 1.5  0.251 ± 0.018  26.1 ± 1.8  n.d.  n.d. 
pšenice–Alopecurus  0.299 ± 0.016  31.2 ± 1.7  0.292 ± 0.021  30.4 ± 2.2  n.d.  n.d. 
pšenice–
Brachypodium  0.312 ± 0.017  32.4 ± 1.8  0.316 ± 0.020  32.9 ± 2.1  n.d.  n.d. 
pšenice–ječmen  0.125 ± 0.011 (157)  13.6 ± 1.2  0.107 ± 0.011 (84)  11.8 ± 1.8 
0.092 ± 0.005 
(317)  11.8 
A–B  0.033 ± 0.004 (53)  3.5 ± 0.5  0.019 ± 0.004 (21)  2.0 ± 0.5  0.022 ± 0.002 (78)  2.8 ± 0.3 
A–D  0.034 ± 0.005 (54)  3.5 ± 0.5  0.022 ± 0.005 (24)  2.3 ± 0.5  0.018 ± 0.002 (66)  2.3 ± 0.3 
B–D  0.032 ± 0.004 (50)  3.3 ± 0.5  0.022 ± 0.005 (24)  2.3 ± 0.5  0.019 ± 0.003 (67)  2.4 ± 0.3 
Ad–At  0.0019 ± 0.0010 (3)  0.20 ± 0.11  NU  NU 
0.0044 ± 0.0011 
(16)  0.56 ± 0.14 
Ad–Ah  0.0012 ± 0.0012 (2)  0.12 ± 0.08  NU  NU 
0.0061 ± 0.0013 
(22)  0.78 ± 0.17 
At–Ah  0.0019 ± 0.0010 (3)  0.20 ± 0.11  NU  NU 
0.0044 ± 0.0012 
(16)  0.56 ± 0.15 
Bt–Bh  0.0000 ± 0.0000 (0)  0.00 ± 0.00  NU  NU 
0.0000 ± 0.0000 
(0)  0.00 ± 0.00 
Dd–Dh  0.0037 ± 0.0017 (6)  0.39 ± 0.16  NU  NU 
0.0038 ± 0.0011 
(14)  0.49 ± 0.14 
ACC2             
Pooideae–
Panicoideae  0.578 ± 0.029  60  NU  NU  n.d.  n.d. 
rýže–Panicoideae  0.570 ± 0.029  60  NU  NU  n.d.  n.d. 
rýže–Pooideae  0.534 ± 0.028  55.4 ± 2.9  NU  NU  n.d.  n.d. 
pšenice–
Brachypodium  0.359 ± 0.017  37.3 ± 1.8  NU  NU  n.d.  n.d. 
pšenice–ječmen  0.100 ± 0.009 (132)  10.6 ± 0.9  NU  NU 
0.076 ± 0.005 
(209)  10.6 
































A–D  0.074 ± 0.007 (112)  7.7 ± 0.8  NU  NU 
0.048 ± 0.004 
(135)  6.7 ± 0.6 
B–D  0.049 ± 0.006 (76)  5.1 ± 0.6  NU  NU  0.034 ± 0.004 (97)  4.8 ± 0.5 
Ad–Ah  0.0076 ± 0.0022 (12)  0.79 ± 0.23  NU  NU 
0.0052 ± 0.0014 
(15)  0.73 ± 0.20 
Bt–Bh  0.0025 ± 0.0012 (4)  0.26 ± 0.13  NU  NU 
0.0017 ± 0.0008 
(5)  0.24 ± 0.11 






ječmene  vypočítané  ze  synonymních  substitucí  v každém  genu.  Ea  fragment  kóduje 
aminokyseliny 1‐1498. Počet nukleotidových substitucí  je uveden v závorkách. První  intron (v 
5‘‐UTR)  a  poslední  intron  (v  CT  doméně)  byly  z porovnání  vyloučeny.  Průměrný  počet 
synonymních  míst  v porovnáních  ACC1:  1610  (celá  délka),  1100  (Ea  segment),  1358  (část 









Naše  analýzy  ukazují  odklon  od  neutrální  evoluce  u  obou  ACC  lokusů;  frekvence 
substitucí synonymních a  intronových míst se mění podle místa v genech pro ACC (obr. 4.3) a 
v průměru jsou tyto frekvence nižší než frekvence substitucí vně kódující části genů (obr. 4.3 a 
4.4). Význam  těchto  rozdílů  lze obtížně posoudit,  protože evoluce  sekvencí nekódujících  částí 
genů  a  intergenových  sekvencí  není  ještě  plně  prostudována.  Navíc  porovnávání  mezi 
homologními  lokusy,  což  je  jediná  úroveň,  na  které  mohou  být  intergenové  sekvence 
porovnávány,  může  být  ovlivněna  variací  haplotypů.  Na  druhou  stranu  frekvence  substitucí 







Promotorové oblasti genů pro ACC  jsou velmi kompaktní  (kratší než 1 kb).  Je  to zřejmé 
z porovnání  sekvencí  homologních  genů.  V případě  A  homologů  ACC1  a  ACC2  byly  sekvence 




ACC2 by  takové porovnání  vyžadovalo  značné manuální  úpravy porovnávaných  sekvencí,  což 
by přesahovalo naše časové a finanční možnosti. Frekvence substitucí na nekódujících 5‘‐ a 3‘‐ 
koncích  ACC1  je  průměrně  3,5krát  vyšší  než  frekvence  synonymních  nebo  intronových 
substitucí. 
Porovnání  intergenových  sekvencí  lokusů  ACC  bylo možné  pouze  pro  homologní  páry; 
mezi  homology  A,  B  a  D  není  sekvenční  podobnost  vně  sekvence  genu  (obr.  4.2).  Porovnání 
genových a  intergenových sekvencí představuje  ještě další problém:  intergenové  frekvence se 
významně  liší  napříč  lokusem,  což  pravděpodobně  odráží  kombinaci  skladby  DNA  (aktivní 
geny,  různé  repetitivní  sekvence,  DNA  metylace)  a  variace  haplotypů.  V sekvenovaných 






4.5),  je  průměrná  frekvence  substitucí  v intergenových  oblastech  (vypočítaná  jako  počet 
substitucí  na  místo  za  rok)  13.10‐9,  podobně  jak  již  bylo  publikováno  [121].  Je  zřejmé,  že 




rýže a Pooideae  (tab. 4.1). Podle porovnání  sekvencí ACC2  jsou odpovídající  vzdálenosti 0,58, 
0,57  a  0,53  substitucí  na  synonymní  místo.  Tato  čísla  se  velmi  podobají  námi  vypočítaným 
průměrům  z více  genů,  0,59,  0,56  a  0,48  substitucí  na  synonymní místo  a  také  vzdálenostem 
dříve  určeným  zkoumáním  vícečetných  genů  kukuřice,  rýže,  čiroku  a  ječmene  [118,  119]. 
Odpovídající  multigenová  průměrná  frekvence  substitucí  (včetně  genů  ACC)  je  4,8.10‐9 




Ehrhartoideae  (rýže)  oddělily  od  Panicoideae  (kukuřice,  čirok)  před  60  miliony  let.  Doba 







oddělily  dříve  než  před  24  miliony  let,  jak  bylo  vypočítáno  z částečných  sekvencí  ACC1 
z Panicum virgatum (proso prutnaté) a kukuřice [123]. Doba oddělení dvou kopií kukuřičného 
genu  pro  ACC1  před  16  miliony  let  a  doba  oddělení  kukuřice  a  čiroku  před  13  miliony  let 
souhlasí  s dříve  navrženým  vývojem  evoluce  těchto  druhů  včetně  duplikace  celého  genomu 
(polyploidizace) kukuřice [120]. 
Ječmen  je  důležitá  vzdálená  skupina  (outgroup)  studia  molekulární  evoluce  souboru 
Triticum/Aegilops.  Použití  doby  oddělení  pšenice  a  ječmene  k nastavení molekulárních  hodin 
pro datování  následných  událostí  v evoluci  pšenice  může  pomoci  minimalizovat  dopad 
variability  frekvence  substitucí  v různých  vzdáleně  příbuzných  liniích  a  mělo  by  zabránit 
problémům  s kalibrací  hodin  pro  jednotlivé  geny  způsobeným  ztrátou  různých  kopií 
duplikovaných genů. Navíc intronové sekvence mohou být porovnávány s vysokou spolehlivostí 
a  mohou  být  použity  k evolučním  analýzám  druhů  rodu  Triticeae.  Pro  geny  ACC  dávají 
frekvence  intronových  a  synonymních  substitucí  shodné  odhady  doby  oddělení  pokud  jsou 




místo  a  odpovídající  doby  oddělení  jsou  před  11,8  a  10,6 miliony  let  (tab.  4.1).  Tato  čísla  se 
velmi  podobají  průměrným  multigenovým  odhadům  0,114  substitucí  na  synonymní  místo  a 
doba oddělení před 11,6 miliony let (obr. 4.5). Odhady doby oddělení pšenice a ječmene kolísají 
mezi dobami před 6,7 a 16,2 miliony  let,  což odráží vlastnosti a evoluční historii  jednotlivých 
genů. 
Použijeme‐li  hodnotu  11,6  milionů  let  pro  dobu,  před  kterou  se  oddělila  pšenice  od 
ječmene, a dále kódující a intronové sekvence prvních dvou třetin genů ACC1,  jsou vypočítané 






Analyzovali  jsme  skupinu  genů,  pro  kterou  jsou  k dispozici  homologní  sekvence 
z ječmene,  rýže,  kukuřice  a  větší  počet  sekvencí  z pšenice  (obr.  4.5).  Doby,  před  kterými  se 
oddělily  tyto  druhy  pšenice,  vypočítané  vzhledem  k oddělení  stejného  genu  ječmene,  kolísají 




přesněji  dobu  oddělení  předků  A,  B  a  D  genomů  pšenice  a  jejích  příbuzných.  Vyšší  odhady 
zachycují  variaci  haplotypů,  duplikaci  genů  a  specifickou  ztrátu,  včetně  možnosti  vytvoření 
chimérních genů nerovnoměrným překřížením (crossing‐over) mezi duplikovanými geny. 
Délka  genů  pro ACC  nám umožnila  identifikovat  sekvenční  rozdíly  neznámého  původu, 




následek  významné  nadsazení  odhadu  doby  vzniku  tetraploidní  pšenice.  Podle  odhadů 
založených na ACC1  (tab.  4.1)  vznikla  tetraploidní pšenice před ne  více než 0,5 milionem  let. 
Tento  odhad  je  v souladu  s dříve  publikovanými  výsledky  [22,  24].    Doba  byla  odvozena 
z porovnání  homologu  A  ACC1  z T.  urartu  k T.  turgidum  a  T.  aestivum  (průměr  dvou 
synonymních a dvou intronových odhadů). Odhady založené na synonymních substitucích jsou 
vzhledem  k velmi malé  rozdílnosti  sekvencí  pouze  přibližné.  Odhad  založený  na  intronových 








Obr.  4.5    Časová  přímka  evoluce  pšenice.  Molekulární  hodiny  použité  k výpočtu  dob  rozdělení  byly 
kalibrovány  s  použitím  doby  oddělení  Pooideae  od  Panicoideae  před  60  miliony  let  a  doby  oddělení 






6GPDH  (fialová)  a  na  průměru  ze  čtyř  genů  publikovaném  dříve  (žlutá).  Čísla  označují  odhady  doby 





Studium  evoluce  pšenice  budí  zájem  nejen  proto,  že  se  jedná  o  jednu  z hlavních 
zemědělských plodin, ale i pro složitost její evoluční historie. Vzhledem k tomu, že intergenové 
sekvence  u  pšenice  podléhají  velmi  častým  změnám,  je  evoluce  studována  převážně  na 














k  různým  herbicidům.  V  této  práci  jsme  systém  modifikovali  pro  vysokokapacitní  testování 
potenciálních inhibitorů lidské ACC. 
Jak  již  bylo  uvedeno  v literárním  úvodu  (1.3.1.,  1.6),  některá  pozorování  naznačují,  že 
inhibitory  ACC2  by  mohly  být  využity  k léčbě  obezity,  diabetu  a  metabolického  syndromu. 






Nejprve  jsme  připravili  kvasinkové  kmeny,  kde  vložený  gen  pro  ACC  komplementoval 
nulovou  mutaci  kvasinkového  genu  ACC1.  cDNA  kódující  celou  délku  lidské  ACC1  byla 
poskládána  z velkých  fragmentů  cDNA  a  vložena  do  vektoru  pRS423  nesoucího  GAL10 
promotor  a  5‘‐UTR  a  3‘‐UTR  kvasinkového  genu  pro  ACC1  [86]  (schéma  vektoru  s vloženým 
genem pro pšeničnou ACC je na obr. 1.5 v kap. 1.3.). Podobně byl vytvořen i konstrukt nesoucí 
lidskou ACC2. Pro  chimérní  gen  složený  ze  sekvencí  kódujících pšeničnou a  lidskou ACC  jsme 
použili již dříve připravený konstrukt vektoru pRS423 nesoucí pšeničnou cytosolickou ACC [86, 
113]  (obr.  1.5  v kap.  1.3.).  V něm  jsme  nahradili  část  pšeničné  cytosolické  ACC  odpovídající 
kódující sekvencí lidské ACC2. Přehled doménové struktury genů pro ACC získané z eukaryot a 
struktury  různých  syntetických genů použitých v této práci  je uveden na obr.  4.6. Konstrukty 
nesoucí  pšeničnou  cytosolickou  ACC,  pšeničnou  cytosolickou/plastidovou  chiméru  a  ACC1 
z apikoplastu  Toxoplasma  gondii  byly  připraveny  již  dříve  a  všechny  komplementují  ACC 
nulovou mutaci v kvasinkách [86, 96, 112, 113, 124]. V naší práci  jsme připravili dvě varianty 
konstruktů  pro  každý  z  genů  lidské  ACC1  a  ACC2.  Lišily  se  v  přítomnosti  malého  exonu 
uprostřed  kódující  sekvence  (obr.  4.6),  podléhajícího  alternativnímu  sestřihu.  Obě  varianty 
genu  lidské  ACC1  komplementovaly  ACC1  nulovou  mutaci  v  kvasinkách.  Varianta  celé  délky 
genu  ACC2  obsahující  N‐terminální  signální  doménu  a  alternativně  stříhaný  exon  také 




exonu  nulovou mutaci  nekomplementovala.  Výchozí  kmeny  s  komplementující  lidskou  ACC2 
rostly  na miskách  velmi  pomalu  (takže  byly  nevhodné  pro  další  testování),  ale  isolovali  jsme 
několik mutant s vhodnějšími růstovými vlastnostmi. 
 
Obr.  4.6  Přehled  doménové  struktury  multidoménové  ACC  a  struktura  různých  chimérních  genů 
komlementujících  ACC1  nulovou  mutaci  v kvasinkách.  Signál  směrující  ACC  z Toxoplasma  gondii  do 
apikoplastu  byl  v použitém  konstruktu  odstraněn  [113].  Kromě  konstruktu  s celou  délkou  genu  lidské 
ACC2  byly  vytvořeny  2  další  konstrukty  v nichž  byla  odstraněna  sekvence  směrující  protein  do 
mitochondrie (delece 29 nebo 148 aminokyselin). Zobrazeny jsou pouze kódující části syntetických genů 
v  kvasinkových  kyvadlových  vektorech  pRS423  nesoucích  GAL10  promotor  a  5‘‐UTR  a  3‘‐UTR 
z kvasinkového  genu ACC1  [86].  Čísla  označují  pozice  aminokyselin  v nativních ACC.  Pozice  delecí  jsou 
popsány v textu. Vlevo jsou podtrženě uvedená jména kvasinkových GR kmenů. 
 
Chimérní  ACC  složená  z  pšeničné  cytosolové  ACC  a  lidské  ACC2  (obr.  4.6)  také 




lidské  ACC2  o  úplné  délce  (full  length)  v kvasinkách  může  být  způsoben  tím,  že  kvasinkový 
transportní  aparát  špatně  rozpoznává  signál  směrující  protein  do  mitochondrie.  Proto  jsme 




Obě  varianty  komplementovaly  nulovou  mutaci  v kvasinkách  a  oba  kmeny  rostly  podstatně 
rychleji  než  kmeny  ACC2m1  (ACC2  o  úplné  délce)  a  C50ACC2m5  (chimérní  ACC  složená  z 
pšeničné  cytosolové  ACC  a  lidské  ACC2).  Enzymová  aktivita  lidské  ACC2  v proteinových 




Všechny  kvasinkové  GR  kmeny  s výjimkou  ACC1/fl1  (Toxoplasma  gondii)a  C100 
(pšeničná  cytosolová)  rostou  podstatně  pomaleji  než  haploidní  kvasinkové  kmeny  divokého 
typu (WT). Doba zdvojení je 1,5 až 7 krát vyšší než u WT kvasinek. Pomalý růst, pravděpodobně 
způsobený  limitujícím stupněm aktivity ACC,  je vhodný pro  identifikaci  inhibitorů, protože  se 





Vytvořili  jsme  protokol  pro  vysoce  kapacitní  testování  knihoven  chemických  látek 










Knihovny  chemických  látek  pro  identifikaci  nových  inhibitorů  byly  připraveny 
společností  ChemDiv,  Inc.,  San  Diego,  USA.  Jejich  testováním  jsme  získali  38  sloučenin 
potenciálně  selektivních  vůči ACC2.  Sloučeniny  patřily  do  pěti  skupin:  thieno[2,3‐d]pyrimidin 





sloučenin).  Účinnost  a  specificita  těchto  inhibitorů  vůči  enzymové  aktivitě  ACC  u  kmenů 
ACC2m1, ACC1, WT kvasinek a ACC2 jsou zobrazeny na obr. 4.7.  
 
Obr.  4.7  Specificita  nalezených  potenciálních  inhibitorů  ACC2.  Inhibice  růstu  kvasinkového  kmene 
ACC2m1 oproti kmenům WT a ACC1 (A a B) a souvislost mezi  inhibicí  růstu kmene ACC2m1 a  inhibicí 
enzymové  aktivity  ACC2  (C).  Šipka  ukazuje  body  odpovídající  sloučenině  CD‐017‐0191.  Skupiny 
chemických  sloučenin:  zelená,  thieno[2,3‐d]pyrimidin;  fialová,  5H‐pyrolo[1,2‐a]quinoxalin‐4‐on; 




4.8)  z  první  knihovny.  Tato  látka  inhibuje  aktivitu  lidské ACC2  in vitro  s  IC50=  2,8  μM,  což  je 
velmi podobné IC50 = 3,8 μM, pozorované u růstových experimentů kvasinek (obr. 4.9). CD‐017‐
0191 neinhibuje růst kvasinkových kmenů WT nebo ACC1 ani ve 100 μM koncentraci. Rovněž 






















Obr.  4.9  (A)  Inhibice  růstu  kvasinkových  GR  kmenů  ACC2m1  a  ACC1  (obr.  4.6)  a  WT  kvasinek 




Specificita  sloučeniny  CD‐017‐0191  byla  dále  testována  s  použitím  kvasinkových  GR 
kmenů s ACC z různých druhů  (obr. 4.10).  Jak  jsme předpokládali, byl kmen ACC2Δ148,  jehož 
ACC  se  liší  od  ACC2m1  delecí  148  aminokyselin  na  N‐konci,  sloučeninou  CD‐017‐0191  silně 
inhibován.  Růst  dalších  kmenů  inhibován  nebyl  nebo  byl  inhibován  pouze  z  20%  (pšeničné 
ACC) ve 100 μM koncentraci CD‐017‐0191, což naznačuje vysokou specifitu této sloučeniny vůči 
lidské  ACC2.  To,  že  nebyly  inhibovány  kmeny  C50ACC2m3  a  C50ACC2m5,  naznačuje,  že  CT 








Obr.  4.10  Inhibice  růstu  kvasinkových  GR  kmenů  sloučeninou  CD‐017‐0191.  Složení  ACC  v různých 









ACC2m1. Ty potom ve 100 μM koncentraci  inhibovaly  aktivitu ACC2  in vitro  z 10 % až  90 % 
(obr.  4.7  C).  Žádná  nebo  částečná  inhibice  aktivity  ACC2  těmito  látkami  in  vitro  může  být 
způsobena  jejich  přeměnou  na  aktivní  formy  během  testování  v kvasinkách,  ale  ne 
v podmínkách  testování  in vitro. Přeměnami  látek v médiu nebo  in vivo kvasinkovými enzymy 
může  být  navýšen  počet  sloučenin  v testování.  Například,  pokud  jsou  inaktivní  estery 










na  výsledky  testování  pouze  na  látky  podléhající  přeměně  na  inaktivní  deriváty  s  poločasem 
rozpadu v  řádu hodin.  CP‐640186 byl  opakovaně  zaznamenán  jako  silný  inhibitor  lidské ACC 
přes jeho známou metabolickou nestabilitu. 
Mezi CD‐017‐0191 a CD‐017‐0213 a 158 známými inhibitory ACC přístupnými v Integrity 
database  (Prous  Science  SAU,  Barcelona,  Spain)  nebyla  nalezena  strukturně  chemická 
podobnost.  CD‐017‐0191  a  jeho  analogy  (16  sloučenin)  nejsou  zaznamenány  v  databázi 
SciFinder.  O  CD‐017‐0213  a  jeho  analozích  (10  sloučenin)  je  v  databázi  SciFinder  jen  jediná 
zmínka,  která  ale  není  spojená  s  inhibicí  ACC.  Mezi  našimi  molekulami  a  sloučeninami  z 
databáze SciFinder byla zjištěna jen velmi malá strukturně chemická podobnost. CD‐017‐0191 a 
CD‐017‐0213  tedy představují  jedinečné  typy  chemických  látek  se  středně velkým účinkem a 




Vyvinuli  jsme  poměrně  levný,  neradioaktivní,  vysoce  kapacitní  testovací  systém 
využívající  kvasinkové  GR  kmeny,  vhodný  pro  identifikaci  silných  inhibitorů  ACC.  Strategie 
spočívá  v testování  knihoven  s použitím  kvasinkového  kmene  a  ověřování  všech  pozitivních 
záchytů  zkouškou  enzymové  aktivity  in  vitro.  Validace  testovacího  systému  se  známými 
účinnými inhibitory lidských ACC ukázaly jeho vysokou sensitivitu umožňující vysokokapacitní 
identifikaci nových inhibitorů. 
Širší  studie  pěti  různých  tříd  silných  inhibitorů  ACC,  tří  tříd  herbicidů  zaměřených  na 
rostlinnou multidoménovou ACC a dvou  tříd  sloučenin  zaměřených na  lidské ACC ukázaly,  že 
inhibice růstu kvasinkových GR kmenů věrně odráží citlivost cizorodé ACC k těmto inhibitorům. 
Navíc tyto výsledky ukázaly, že tento princip testování funguje pro celou škálu látek s různými 
chemickými  strukturami  a  vlastnostmi. Dokonce  i  v případě metabolicky nestálého  inhibitoru 
lidské  ACC2  odpovídal  příslušný  GR  kmen  správně  na  přítomnost  inhibitoru,  i  když 
v koncentracích  podstatně  vyšších,  než  by  se  očekávalo  podle  IC50  sloučeniny  naměřené 
enzymatickým testem in vitro. 
K testování specifity a mechanismu působení každého nového  inhibitoru byly vytvořeny 





být  použity  k vyčlenění  ACC  resistentních  k inhibitorům,  čímž  můžeme  identifikovat  
aminokyselinové  zbytky  lemující  vazebnou  kapsu  nově  objevených  inhibitorů  a  určit  jejich 
mechanismus účinku. 
Kvasinkové GR kmeny mohou sloužit jako zdroj jiných cizorodých ACC a jejich chimér pro 
enzymatické  studie  s  novými  inhibitory.  Kazety  s geny  testovanými    kvasinkovým  systémem 
mohou být snadno a účinně přeneseny do bakulovirového systému. Expresní systém bakuloviru 
sf9  v hmyzích  buňkách  je  schopný  produkce  velkého  množství  vysoce  aktivních 
multidoménových ACC pro biochemické a strukturní studie. 
Testování knihoven chemických  látek  identifikovalo řadu  látek, které  jsou potenciálními 
specifickými  inhibitory  lidské  ACC2.  Tyto  látky  budou  po  dalších  analýzách  sloužit  jako 
primární soubor látek pro vývoj léčiv cílených proti lidské ACC2 pro léčbu obezity. Specificita a 
účinnost jedné z těchto sloučenin (CD‐017‐0191) již byla potvrzena enzymatickými testy s ACC 
in  vitro.  Její  IC50  pro  lidskou  ACC2  je  2,8μM.  Tato  sloučenina  až  do  koncentrace  100  μM 
neinhibuje  lidskou ACC1  (in vitro  ani  in vivo). Nepůsobí  ani  na ACC  z několika dalších  zdrojů. 
S využitím GR kmenů s chimérní ACC jsme prokázali, že cílovým místem této sloučeniny je buď 
jiná doména než CT nebo kromě CT domény potřebuje další  strukturní elementy. Testováním 
knihoven  jsme  identifikovali  i  další  sloučeninu  (CD‐017‐0213),  která  se  ukázala  být 
nespecifickým inhibitorem ACC s IC50 20 μM pro obě ACC in vitro. 




Rozsáhlé  studie  lidských  ACC,  včetně  pokusů  se  snížením  hmotnosti  ACC2 











Předkládaná  disertační  práce  je  komentovaným  souborem  tří  odborných  prací 
zaměřených na studium ACC z hlediska evoluce a  inhibice. Zabývá se  fylogenetickou analýzou 
genů  kódujících  ACC  pšenice  a dalších  rostlinných  druhů,  čímž  přispívá  k získání  poznatků 
v oblasti evoluce těchto genů a genomů hexaploidní pšenice. Dále  je uvedený enzym zkoumán 
ve  spojitosti  s výzkumem  rostlin  resistentních  vůči  herbicidům.  V neposlední  řadě  je  ACC 
studována  jako cíl účinku  inhibitorů potenciálně využitelných při  léčbě obezity. Nejdůležitější 
poznatky, kterých bylo v disertační práci dosaženo, jsou shrnuty do následujících bodů: 
 
• Testováním  inhibice  růstu  kvasinkových  kmenů,  kde  je  nulová  mutace 
komplementována  pšeničnou  chimérní  ACC  nesoucí  jednotlivé  mutace  Cys‐1999,  Cys‐2027, 
Asn‐2041 a Gly‐2078,  jsme ukázali, že Asp‐2078‐Gly způsobuje resistenci k APPs a CHDs, Trp‐




(A  genom),  Aegilops  tauschii  (D  genom),  Triticum  turgidum  (AB  genom)  a  Triticum  aestivum 
(ABD  genom)  a  také  dva ACC2 pseudogeny  z T. urartu.  Nepodařilo  se  sekvenovat  homolog A 
ACC2  z T.  turgidum,  neboť  všechny  tři  ACC2  BAC  klony  isolované  z knihovny  T.  turgidum 
obsahovaly  pouze  homolog  B.  Získané  sekvence  byly  porovnány  mezi  sebou  a  s dalšími 
dostupnými  sekvencemi  kódující  ACC  rostlin  čeledi  lipnicovitých.  Frekvence  substitucí 
synonymních a intronových míst se mění podle místa v genech pro ACC a v průměru jsou tyto 
frekvence  nižší  než  frekvence  substitucí  vně  kódující  části  genů.  Na  základě  sekvencí  ACC  a 
dalších genů se pšenice a ječmen oddělily před 11,6 miliony let. Tři homologní genomy (A, B a 
D)  se  podle  našich  výpočtů  oddělily  před  2,3‐2,4  miliony  let,  což  je  na  dolní  hranici  jiných 
odhadů. 
 
• Vyvinuli  jsme  poměrně  levný,  neradioaktivní,  vysoce  kapacitní  testovací  systém 
využívající  kvasinkové  kmeny  s nahrazenými  geny,  vhodný  pro  identifikaci  silných  inhibitorů 
ACC. Strategie spočívá v testování knihoven s použitím kvasinkového kmene a ověřování všech 
pozitivních  záchytů  zkouškou  enzymové  aktivity  in  vitro.  Testování  knihoven  sloučenin 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